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Abstract — Tolerance and adaptative acid stress response of Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus. Using several approaches, we studied the acid stress response of different strains of
Lactobacillus bulgaricus. We showed that after an acid shock, the cell survival varied considerably
between strains and that all the studied strains were able to develop an acid adaptive response. For
one of these strains, we characterized, using two-dimensional electrophoresis, the modifications in
the protein pattern induced by acid adaptation. Out of the 50 proteins up-regulated under the
adaptive conditions, 21 were identified after N-terminal sequencing. They belong to different
functional categories including stress response and general metabolism. To allow a larger genetic
exploration of L. bulgaricus, the genome of the type strain ATCC 11842 was sequenced in
collaboration with the Genoscope. All together, these genomic and post-genomic data should lead
to a better understanding of L. bulgaricus physiology and its environmental adaptability.
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Résumé — En utilisant plusieurs approches, nous avons étudié le comportement de différentes
souches de Lactobacillus bulgaricus face a un stress acide. Nous avons observé que la survie des
cellules a un choc acide variait considérablement entre les souches et que toutes les souches étudiées
étaient capables d’initier une réponse adaptative a 1’acidité. Pour I’'une des souches, nous avons
caractérisé, par électrophorése bidimensionnelle, les changements protéiques intervenant dans la
réponse adaptative a I’acidité. Parmi les 50 protéines induites pendant I’adaptation, 21 ont pu étre
identifiées apres séquencage N-terminal. Elles appartiennent a différentes catégories fonctionnelles
dont celles des réponses aux stress et du métabolisme général. Afin de permettre une exploration
génétique plus large de L. bulgaricus, le génome complet de la souche type ATCC 11842 a été
séquencé en collaboration avec le Génoscope. Toutes ces données de génomique et de post-
génomique nous conduiront a une meilleure compréhension de la physiologie de L. bulgaricus et
notamment de son adaptabilité environnementale.
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1. INTRODUCTION

Les bactéries lactiques jouent un role
majeur dans I’industrie alimentaire et par-
ticulierement dans I’industrie laitiere. En
France, la consommation de yaourts et
autres laits fermentés est proche de 29 kg
par personne et par an (http://www.data
lait.com/fr/ultra_frais/marche.asp). Lacto-
bacillus delbrueckii ssp. bulgaricus est une
bactérie lactique homofermentaire utilisée
en co-culture avec Streptococcus thermo-
philus pour la production de yaourts. Outre
sa fonction d’acidification du lait par fer-
mentation du lactose en acide lactique,
L. bulgaricus participe également a 1’élabo-
ration des qualités organoleptiques, hygiéni-
ques et probiotiques du produit [12].

Au cours des processus de production du
ferment, de fermentation du lait et apres
I’ingestion des produits fermentés, L. bul-
garicus est soumis a une variété de stress.
L’acidité est un des stress rencontrés par la
bactérie aussi bien dans les yaourts (pH 4,3
a 4,5) que dans I’estomac (pH 1,5 a 2) [3].
Le pH optimal de croissance de L. bulgari-
cus est d’environ 6, alors que le pH limite
de croissance se situe entre 4,2 et 3,8 sui-
vant les souches et le milieu de culture [10].
L’acidification croissante du milieu, entrai-
née par la production d’acide lactique,
impose donc a la bactérie d’exprimer des
mécanismes d’adaptation qui lui permet-
tent de poursuivre sa croissance jusqu’a un
pH inhibiteur, puis d’y survivre. Cepen-
dant, les mécanismes permettant de résister
aux différents stress, et en particulier aux
bas pH, sont peu connus chez L. bulgaricus.

L’un de nos objectifs est d’étudier les
mécanismes responsables de la résistance
au stress acide chez L. bulgaricus. Nous
avons montré une variabilité de la capacité
de résistance a un bas pH de différentes
souches de L. bulgaricus. La caractérisa-
tion des protéines induites lors de 1’adapta-
tion a I’acidité par électrophorese bidimen-
sionnelle a été entreprise. Nous avons
également débuté un programme de géno-
mique de L. bulgaricus qui nous fournira
les données génétiques nécessaires a la

compréhension de 1’adaptation aux diffé-
rents stress rencontrés par la bactérie.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Souches bactériennes
et conditions de culture

Les souches bactériennes de Lactoba-
cillus delbrueckii ssp. bulgaricus VI-1004,
VI-1007, VI-1010, VI-1019 et VI-1020
(Rhodia Food, Aubervilliers, France et
Danone Vitapole, Palaiseau, France) ont
été utilisées pour cette étude. Pour chaque
expérience, les cultures ont été réalisées en
milieu chimiquement défini MPL [2] et
incubées a 42 °C. Par dilutions successi-
ves, les cultures ont été maintenues en
phase de croissance exponentielle précoce
(DOgqp < 0,3) pendant au moins 16 h avant
les expériences de stress afin d’éviter les
modifications de tolérance aux stress liées
a la phase stationnaire.

2.2. Test de survie au stress acide

Les cultures en phase exponentielle de
croissance sont diluées a DOgg, = 0,08 et
cultivées dans 1,5 mL de milieun MPL a pH
6 pendant 1h30. Apres centrifugation, les
culots cellulaires sont repris dans 1 mL de
milien MPL a pH 3,6. La viabilité est
mesurée par étalement sur boites de milieu
MRS, immédiatement (T() et 30 min apres
le transfert a pH acide (T3(). Le taux de
survie est égal au nombre d’unités formant
des colonies (ufc) a Tj rapporté au nom-
bre d’ufc a T,

2.3. Electrophorése bidimensionnelle

Le marquage et I’extraction des protéi-
nes totales, les conditions d’électrophorese
bidimensionnelle, 1’analyse des gels et le
séquencage de I’extrémité N-terminale des
protéines ont été réalisés comme précé-
demment décrit [9].

2.4. Séquencage

Le génome de la souche de référence L.
bulgaricus ATCC 11842 a été séquencé en
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Figure 1. Tolérance et adaptation de différentes souches de L. bulgaricus a un choc acide. Les taux
de survie (ufc a T3 ,;,)/(ufc a Tj) au stress acide (30 min a pH 3,6) sont mesurés sur des cellules
en phase de croissance exponentielle (DOg, < 0,3) non adaptées (rectangles blancs) ou adaptées
pendant 30 min a pH 4,75 (rectangles noirs).

Figure 1. Acid stress tolerance and adaptation of several strains of L. bulgaricus. The survival rate
(cfu at T3q pp)/(cfu at Tp) of exponentially growing cells (ODg, < 0.3) exposed to acid stress
(30 min at pH 3.6) was measured for non adapted cells (white bars) or adapted cells (black bars).

collaboration avec le Génoscope (V. Barbe,
S. Oztas, S. Mangenot, R. Eckenberg et

J. Weissenbach) avec une approche par

shot-gun.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Tolérance au stress acide de cinq
souches de L. bulgaricus

Nous avons réalisé une étude compara-
tive de la tolérance au stress acide de cinq
souches de L. bulgaricus. Des cellules en
croissance exponentielle en milieu MPL a
42 °C sont transférées de pH 6 a pH 3,6
pendant 30 min. Leur taux de survie a ce
choc acide est alors mesuré (Fig. 1). Dans
ces conditions, la souche VI-1020 est 5000
fois plus résistante a un choc acide que la
souche VI-1019. Les souches VI-1004, VI-
1010 et VI-1007 sont respectivement 10,
50 et 1500 fois plus résistantes a 1’acidité
que la souche VI-1019. Ces résultats mon-
trent que la tolérance a I’acidité de L. bul-
garicus est variable selon les souches.

3.2. Comparaison de la réponse
adaptative au stress acide
de cinq souches de L. bulgaricus

Chez plusieurs bactéries, 1’exposition a
un stress non létal augmente la tolérance a
un stress 1étal et permet d’engendrer une
réponse adaptative [1, 4, 8, 17]. Cette pro-
priété est également trouvée pour au moins
une souche de L. bulgaricus qui est capable
de mieux survivre a un choc acide 1étal si
elle a été préalablement exposée a un stress
acide modéré [9]. Nous avons comparé la
capacité d’adaptation au stress acide des
cinq souches de L. bulgaricus. Nous avons
réalisé le test de survie précédemment
décrit sur des cellules en phase de crois-
sance exponentielle adaptées a pH 4,75
pendant 30 min (stress non 1étal) puis sou-
mises a un stress 1étal a pH 3,6 pendant
30 min. Les bactéries adaptées sont, selon
les souches, 5 a 200 fois plus tolérantes au
stress acide que les bactéries non adaptées
(Fig. 1).

Ces résultats montrent qu’il existe une
grande variabilité entre les souches de
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L. bulgaricus au niveau de la tolérance a un
stress acide. Cependant, toutes ces souches
sont capables de mettre en place une
réponse adaptative a un stress modéré qui
augmente sensiblement leur survie en con-
dition de stress.

3.3. Analyse des protéines induites
pendant I’adaptation a Iacidité
par électrophorése
bidimensionnelle

Pour obtenir une vision globale des pro-
téines induites pendant I’adaptation a 1’aci-
dité chez L. bulgaricus, nous avons entrepris
une étude protéomique de 1’une des cing
souches, VI-1010. Nous avons comparé les
profils d’expression des protéines synthéti-
sées a pH 6 (référence) et a pH 4,75 (adap-
tation).

Le marquage des protéines a été réalisé
en milieu chimiquement défini (MPL) [2]
contenant de la méthionine [35S] [9]. Trois
expériences indépendantes de marquage
ont été réalisées et apres préparation des
extraits protéiques, plusieurs gels 2-D ont
été analysés. Afin de repérer les protéines
synthétisées lors de 1’adaptation, le mar-
quage a été réalisé pendant 15 min apres
différents temps d’adaptation a pH 4,75.
La comparaison des quantités moyennes
de protéines synthétisées a pH 6 et jusqu’a
45 min a pH 4,75 montre une synthese
significativement augmentée, d’un facteur
supérieur a 2, pour environ 50 protéines
(données non montrées).

3.4. Identification des protéines
induites pendant ’adaptation
a Pacidité par séquencage
des acides aminés N-terminaux

Afin d’identifier les protéines induites
pendant ’adaptation a pH 4,75, des gels
bidimensionnels préparatifs ont été réalisés.
Apres transfert sur membrane, la séquence
peptidique des extrémités N-terminales
des protéines a été déterminée par micro-
séquencage [16]. Parmi les 50 protéines
induites en condition d’adaptation, 21 ont
été potentiellement identifiées par séquen-

cage N-terminal. Une fonction leur a été
attribuée sur la base d’homologie de
séquences avec les protéines déja connues.
Ces protéines peuvent étre regroupées en
plusieurs catégories fonctionnelles :

— Trois protéines sont fortement indui-
tes en condition d’adaptation: GroES,
GroEL et DnaK. Ces trois protéines appar-
tiennent a la famille des protéines chape-
ronnes induites par le choc thermique
(HSP) qui sont impliquées dans le replie-
ment et/ou I’adressage aux protéases de
protéines dénaturées [9, 20]. L’induction
des HSPs en réponse a des conditions de
stress variées, notamment le stress acide, a
également été décrite chez d’autres bacté-
ries a Gram positif comme Lactococcus
lactis [6, 7], Bacillus subtilis [15] et Liste-
ria monocytogenes [5].

— Nous avons observé qu’une des sous-
unités de I’ATPase FyF, était surexprimée
lors de I’adaptation a 1’acidité. Ce com-
plexe protéique expulse les protons hors de
la cellule en hydrolysant I’ATP. Son rdle
essentiel dans la résistance au stress acide
a déja été établi chez plusieurs bactéries
lactiques [13, 14, 19].

— Plusieurs protéines appartenant au
métabolisme général sont induites pendant
I’adaptation a I’acidité : trois protéines sont
impliquées dans le métabolisme carboné
dont la 1-phosphofructokinase qui conver-
tit le fructose-1-phosphate en fructose-
1,6-bisphosphate. Dix protéines jouent un
role dans le métabolisme azoté. Parmi elles,
la dihydrodipicolinate synthase est induite
d’un facteur 10 environ en condition d’adap-
tation et participe a la biosynthese de la
lysine. Enfin, quatre protéines intervien-
nent dans le métabolisme de 1’enveloppe
cellulaire. C’est le cas de I’alanine racé-
mase qui participe a la biosynthese de la
paroi cellulaire.

Cependant, plus de la moitié des protéi-
nes induites en condition d’adaptation
n’ont pas pu étre identifiées sur la base des
séquences N-terminales en particulier a
cause du peu de données génomiques de

L. bulgaricus.
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3.5. Projet de séquencage
de L. bulgaricus

Le séquencage du génome complet de la
souche de référence de L. bulgaricus
ATCC 11842 a été entrepris en collabora-
tion avec le Génoscope. La séquence géno-
mique a été obtenue en utilisant une straté-
gie de séquencage par shot-gun suivie de
PCRslongue portée (Long range PCR) etde
PCR combinatoires (Multiplex PCR [18]).
L. bulgaricus possede un génome de taille
1,84 Mb et un contenu en GC de 49,8 %.
L’analyse du GC skew [(G-C)/(G+C)] [11]
donne un profil typique des chromosomes
circulaires et permet de positionner une ori-
gine de réplication, oriC, associée a dnaA
codant une protéine d’initiation de la répli-
cation, ainsi que le terminus potentiel de
réplication.

Chez B. subtilis et Escherichia coli,
I’expression de nombreux genes impliqués
dans la tolérance aux stress est gouvernée
par un facteur sigma alternatif (6B chez B.
subtilis et ¢S chez E. coli). Aucun ortholo-
gue d’un tel facteur sigma n’a pu étre iden-
tifié chez L. bulgaricus. C’est également le
cas pour les Streptocoques et Enterocoques
dont les génomes ont été€ séquencés. Ces
observations souleévent d’intéressantes ques-
tions quant a la régulation des réponses aux
stress chez L. bulgaricus et chez les bacté-
ries lactiques.

Les données de séquence nous seront
tres utiles pour la caractérisation des pro-
téines de stress visibles sur les gels bidi-
mensionnels. Une analyse préliminaire de
40 spots d’intensité variable sur le gel de
référence a pH 6, nous a permis d’identifier
36 protéines en couplant la spectrométrie
de masse aux données de séquence. Cette
forte proportion d’identification nous laisse
espérer une détermination rapide de I’ensem-
ble des protéines d’adaptation a pH acide.

4. CONCLUSION

Les données acquises par les différentes
approches, qui vont de la génomique a la

post-génomique en passant par le dévelop-
pement et I’utilisation d’outils génétiques,
devraient permettre d’acquérir rapidement
une meilleure connaissance de la physiolo-
gie de L. bulgaricus, et notamment de son
comportement en réponse aux stress envi-
ronnementaux. Elles fourniront également
une base génétique pour évaluer la biodi-
versité au sein de I’espece afin de mieux
déterminer le potentiel des souches.
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